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Nachdem AscuoFF (1904) und GEIPEL (1960) die nach ihnen benannten Zell-
knotchen als gewebliches Kennzeichen des Rheumatismus in allen Schichten der
Herzwand beschrieben hatten, erkannte KLINGE (2) in diesen Granulomen nur das
gestaltliche Merkmal einer bestimmten Phase im Ablauf des rheumatischen Ge-
websschadens, der mit der fibrinoiden Verquellung des Bindegewebes beginnt
und mit der Narbe endet. Die Ansichten iiber die Bildung dieser Aschoff-Geipel-
schen Knotchen verkniipft sich mit den Vorstellungen von der Asiologie des
Rheumatismus. AuBer der von klinischer Seite hervorgehobenen Disposition
haben LaNcEriELD, CoBURN und YouNe in der Mehrzahl der Fille von rheuma-
tischem Fieber die wesentliche Bedeutung der Infektion mit ,,A*-Streptokokken
in der ersten Phase der Erkrankung belegt und auf die antigene Wirkung dieser
Erreger hingewiesen. In der zweiten Phase solle der Organismus durch die
antigenen Eigenschaften dieser ,, A“-Streptokokken, méglicherweise auch durch
die antigenen Eigenschaften koérpereigener Stoffe, sensibilisiert werden, so dalB
schlieflich der rheumatische Gewebsschaden eine hyperergische Entziindung dar-
stelle. Diese Auffassung wurde besonders durch die experimentellen Unter-
suchungen auf dem Gebiete der Allergieforschung von ROsSLE, Swirr und
KringE eingeleitet und wesentlich unterbaut; auch neuere Untersuchungen von
Karraw und DALLENBACH weisen in diese Richtung.

Diese Vorstellung von der Entstehung des rheumatischen Gewebsschadens
lenkt den Morphologen auf die Frage nach Substanzen in den Aschoffschen
Knotchen, die entweder Antigen-Antikérper-Komplexe (Ag-Ak-Komplexe) sind
oder sich wie solche verhalten.

Wir haben unsere Untersuchungen auf die Beantwortung dieser Frage ab-
gestellt. Dabei wendeten wir die Methoden der Immunhistologie an, die im
Prinzip zuerst OBERMAYER und P1ox (1906) einfithrten und die dann Coons und
seine Mitarbeiter erneut aufnahmen aber grundsatzlich erweiterten.

Material und Methode
Als Untersuchungsobjekt wiahlten wir die Herzohren von 48 Patienten, die wegen einer
Mitralstenose operiert worden waren, und fiir die Kontrollen Herzohren von 12 Patienten,
bei denen wegen eines kongenitalen Herzfehlers ein operativer Eingriff erforderlich gewesen

* Die Befunde wurden auf der Tagung der Arbeitsgemeinschaft rheinisch-westfilischer
Pathologen in Bonn am 16. 7. 1960 von Laneer und KUPPER vorgetragen.
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war. Zum Nachweis von Ag-Ak-Komplexen oder sich gleichartig verhaltender Substanzen
benutzten wir das Verfahren nach Krrrx und BURKHOLDER, mit dem im Modellversuch, im
(egensatz zur Methode von Coons, Ag-Ak-Komplexe durch Komplementbindung als Ganzes
erfaBt und durch ein mit Fluorescein gekoppeltes Antikomplement fluoreszenzmikroskopisch
dargestellt werden konnen.

Die Herzohren wurden unmittelbar oder hochstens bis 30 min nach ihrer operativen Ent-
fernung untersucht. Von jedem Herzohr stellten wir im Kryostaten eine Serie von sieben
nativen bis 5 u dicken Schnitten her. Der erste Schnitt wurde zunfchst mit Komplement
(Meerschweinchenserum) tiiberschichtet, nach entsprechender Einwirkungszeit abgespiilt,
dann mit fluoresceingekoppeltem Antikomplement bedeckt und anschlieBend nach erneutem
Abspiilen mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Den zweiten Schnitt und nach ab-
geschlossener fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung auch den ersten Schnitt der Serie
farbten wir zur Feststellung von Zahl und Lage der Aschoffschen Knétchen mit Hamalaun-
Eosin. Die iibrigen Schnitte behandelten wir zur Kontrolle der gelungenen Komplement-
bindung im gleichen Arbeitsvorgang mit verschiedenartig inaktiviertem Komplement (Hitze,
Decalcifikation, Dekomplementation durch Erschopfung mit Ag-Ak-Komplexen). Die
Empfindlichkeit des immunhistologischen Untersuchungssystems kontrollierten wir lanfend
an einem mit B. proteus und Anti-B. proteus hergestellten Ag-Ak-Komplex (methodische
Binzelheiten bei KLeIn und BURKHOLDER, CRAMER und LANGER).

Der positive Ausfall dieser Komplementbindungsreaktion im Gewebsschnitt ist an drei
Voraussetzungen gebunden: 1. Die fiir das Fluorescein charakteristische leuchtend hellgriine,
deshalb manchmal auch als ,,spezifisch bezeichnete Fluorescenz muB strukturgebunden sein.
2. Diese Fluorescenz muB} gegen die Eigenfluorescenz des Gewebes und gegen eine gelegentlich
auftretende schwache diffuse Fluorescenz, die durch die Behandlung mit Antikomplement
ausgelost werden kann, eindeutig kontrastieren. 3. Die charakteristische oder ,,spezifische
strukturgebundene Fluorescenz ist durch das Ausbleiben der Fluorescenz in den mit inakti-
viertem Komplement behandelten Kontrollschnitten zu belegen; sie miissen durch ihren
negativen Ausfall zeigen, daf} die Anlagerung des mit Antikomplement darstellbaren Materials
unter Bedingungen erfolgt, die fiir die Reaktion zwischen Ag-Ak-Komplexen und Kom-
plement charakteristisch sind.

Tabelle
Charakteristische Fluorescenz
Herzohren Zahl der Fille

RK EE EB GE

Mitralstenose 48
mit RK . . . 27 27 27 18 10
ohne RK. . . . . . 21 — 17 14 8
Kongenitale Vitien . . 12 — 6 1 1

RK = Rheumatische Knotchen. — EE = Endokard-Endothelzellen. — EB = Endo-
kardiale Bindegewebszellen. — GE = Gefidll-Endothelzellen.

Ergebnisse

Unter den 48 Herzohren von Mitralstenosen (s. Tabelle) konnten in 27 Herz-
ohren Aschoffsche Knodtchen nachgewiesen werden, die multipel im subendo-
kardialen Bindegewebe und in 2 Herzohren auch vereinzelt im Interstitium des
Myokards und im Epikard lagen. Die tibrigen 21 Herzohren enthielten in den
untersuchten Schnitten keine Aschoffschen Knoétchen, was ihr Vorkommen in
anderen Gewebsebenen nicht ausschlieBt. Die meisten Aschoffschen Knétchen
waren sehr zellreich und entsprechen dem ,Bliitestadium™ nach Krives (1),
andere verschiedenen Stadien der Vernarbung. Alle Aschoffschen Knétchen hatten
eine positive Fluorescenz, die strikt an die Zellen gebunden war und die sich durch
ihre hellgriine Leuchtkraft eindeutig von der Umgebung abhob (Abb. 1u. 3). Die
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a b
Abb. 1. Mit fluoresceingekoppeltem Antikomplement sichtbar gemachte komplementbindende Sub-
stanzen in den Zellen eines jungen Aschoffschen Knétchens (a); zum Vergleich derselbe Schnitt mit
Himalaun-Kosin nachgefarbt (b). Herzohr bei Mitralstenose (E. Nr. 8160/60); Vergr. 250fach

Abb. 2 Abb. 3

ADbb. 2. Fluorcscierende Endothelzellen mit ausgesparten Kernen und fluorescierende Zellen eines
Aschoffschen Kndtchens in den tiefen Schichten des Endokards eines Herzohres bei Mitralstenose
nach Behandlung mit Komplement und markiertem Antikomplement (E. Nr. 8160/60); Vergr. 120fach

Abb. 3. Typische Fluorescenz der Zellen eines Aschoffschen Knotchens nach Behandlung mit Kom-
plement und fluoresceinmarkiertem Antikomplement. Vergr. 250fach

Kerne der fluorescierenden Zellen blieben deutlich ausgespart, und in den um-
gebenden Gewebsschnitten fehlte die kennzeichnende Fluorescenz. Aschoffsche
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Knétchen mit den Zeichen beginnender Vernarbung hatten eine deutlich abge-
schwichte Fluorescenz ihrer Zellen, wobei die Intensitit der Fluorescenz mit
fortschreitender Vernarbung abnahm. In vollkommen narbig umgewandelten
Aschoffschen Knotchen fehlte die charakteristische Fluorescenz. In einem Herz-
ohr zeichnete sich im perivasculdren Bindegewebe des Myokards eine umschriebene,
aber diffuse Fluorescenz von charakteristischer Farbe und Leuchtkraft deutlich
ab, die bei der nachtriglichen Uberfirbung des Schnittes einer fibrinoiden Ver-
quellung zugeordnet werden konnte.

In allen Herzohren mit Aschoffschen Kndétchen fluorescierten sidmtliche
Endothelzellen des Endokards in charakteristischer Weise ebenso intensiv wie
die Zellen der Aschoffschen Kndtchen bei deutlicher Aussparung ihrer Kerne
(Abb. 2). In zehn dieser Herzohren wurde dieselbe Fluorescenz in den Endothel-
zellen kleiner Kranzschlagaderiste nachgewiesen, wihrend sie in den Endothel-
zellen der Venen immer fehlte. Bei 18 Herzohren mit Aschoffschen Knotchen
fluorescierten auflerdem einzelne mesenchymale Zellen des subendokardialen
Bindegewebes in charakteristischer Farbe und Intensitdt. In den untersuchten
Schnitten fluorescierten in 17 Fallen von den 21 Herzohren bei Mitralstenosen
ohne Aschoffsche Knétchen die Endothelzellen des Endokards in typischer Weise,
die Endothelzellen der Kranzschlagaderiste zusétzlich in 14 Fallen und in 8 Fillen
auBerdem einzelne Zellen des subendokardialen Bindegewebes.

Bei den zwdlf als Kontrollen verwendeten Herzohren von operierten kongeni-
talen Herzfehlern bestand in sechs Herzohren eine charakteristische Fluorescenz
der Endothelzellen des Endokards und in einem Herzohr zusitzlich eine Fluorescenz
der Endothelzellen der Herzkranzgeféde sowie einiger Zellen des subendokardialen
Bindegewebes.

Diskussion

In den fluoreszierenden Zellen der Aschoffschen Knotchen, des Endokards,
manchmal des GefaBendothels und des subendokardialen Bindegewebes sind
Stoffe, die unter definierten Bedingungen mit antigen-wirksamen Bestandteilen
des Meerschweinchenserums reagieren. Diese Bedingungen wurden am Modell
der Masugi-Niere fiir die Reaktion zwischen Ag-Ak-Komplex und Komplement
als charakteristisch aufgezeigt: Dabei bindet ein bekannter Ag-Ak-Komplex,
namlich das mit Nephrotoxin sensibilisierte Glomerulum, Material aus dem
Meerschweinchenserum unter denselben Umsténden, die fiir die durch Komple-
ment bewirkte Immunhémolyse typisch sind. Deshalb muf} das in den Zellen der
untersuchten Herzohren fluorescenzmikroskopisch sichtbar gemachte und aus
dem Meerschweinchenserum stammende Material als Komplement angesehen
werden. Hs erhebt sich jedoch die Frage, ob die im Gewebe nachgewiesenen
komplementbindenden Strukturen im strengen Sinne als Ag-Ak-Komplex an-
zusehen sind, oder ob sie Stoffe darstellen, die nur im Hinblick auf die Reaktions-
fahigkeit mit Komplement die gleichen Eigenschaften besitzen wie ein Ag-Ak-
Komplex.

In letzter Zeit haben Marcus sowie Ismizara u. IsHizaARA im Hamolyseversuch fest-
gestellt, dafl gereinigtes y-Globulin nach Adsorption an Bentonit oder nach Hitzedenaturie-
rung Komplement inaktiviert. Das Verschwinden der lytischen Aktivitdt ahnelt in der Reihen-
folge, in der die Komponenten betroffen werden, sowie in manchen kinetischen Charakteristica
dem Komplementschwund, der bei der Einwirkung von Ag-Ak-Komplexen auf frisches Serum
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zu beobachten ist. Esist aber unbekannt, ob sich bei derWechselwirkung zwischen y-Globulin-
Priparaten und Komplement ein fluorescenzserologisch faBbares Material an dem y-Globulin
niederschligt, wie dies bei den mit Komplement reagierenden Ag-Ak-Komplexen der Fall ist.
Eine Reihe von Stoffen inaktiviert Komplement, ohne Komplement an das auslosende
Agens zu binden; z.B. Stoffe, die das Plasminogen aktivieren (Lepow u. Mitarb.). Nach
Davis u. Mitarb. inaktiviert gereinigtes y-Globulin nur dann Komplement, wenn es von den
hemmenden f-Globulinen und den Albuminen abgesondert ist. Die Reaktionsfahigkeit des
»-Globulins gegeniiber Komplement wird nach HEIDELBERGER wesentlich verstirkt, wenn die
y-Globulin-Molekiile dicht gepackt in Apposition liegen, wie es in den Versuchen durch
Bentonit (Marcus) oder Hitzedenaturierung (Ismizaka u. Ismizaxa) erreicht wurde. Die
Experimente von Marcus und IsErzaka u. Ismzaga sind Bemiihungen, ein Modell zum
Verstandnis fiir die Wirkungsweise von Ag-Ak-Komplexen zu finden. Mit den Bedingungen,
die fiir das Funktionieren dieses Modells unerlaBlich sind (Abtrennung von anderen Serum-
proteinen, Aggregation der Molekiile), kann aber in vivo nicht chne weiteres gerechnet werden.
Eine dem Modellversuch entsprechende Anreicherung von hochgradig reinem y-Globulin an
Gewebsstrukturen in vivo ist bis jetzt nur fir die Bindung von Antikorpern an Antigene
bekannt.

Man wird also vorlaufig Substanzen in Zellen und Gewebsbezirken, die unter
den angewandten methodischen Bedingungen und damit unter den charakteri-
stischen Umsténden Komplement binden, als Ag-Ak-Komplexe ansehen miissen;
alle anderen Moglichkeiten sind fiir die Verhéltnisse im menschlichen und tieri-
schen Organismus zundchst nur Spekulation. Das schlielt eine in Zukunft viel-
leicht notwendig werdende Unterscheidung zwischen Ag-Ak-Komplexen im
engeren und komplementbindenden Aggregaten im weiteren Sinne nicht aus.
Bis jetzt bestehen fiir eine solche Unterscheidung in der Immunhistologie kein
Verfahren und kein durch Befunde gestiitzter AnlaB. Trotzdem wollen wir im
folgenden an Stelle der Bezeichnung ,, Ag-Ak-Komplexe‘* den weniger prajudizie-
renden Ausdruck , komplementbindende Substanzen® oder ,,komplementbindende
Aktivitiat sowie sinngeméiBe Ausdriicke verwenden.

Die in den Aschoffschen Kndtchen fluorescenzmikroskopisch dargestellte
Fihigkeit zur Komplementbindung kann lokalisiert werden. Sie ist an die Zellen
gebunden und schon in den Anfangsstadien der Proliferation nachzuweisen.
Mit zunehmendem Zellgehalt wird die Fihigkeit zur Komplementbindung stérker.
Sie erreicht ihr Maximum in dem voll entwickelten Aschoffschen Knétchen, um
bei fortschreitender Vernarbung an Intensitét abzunehmen bis zum vollkommenen.
Schwund in dem narbig umgewandelten rheumatischen Knotchen. Diese kom-
plementbindenden Substanzen wurden nur einmal in einer fibrinoiden Nekrose
festgestellt, was zwar fir ihr Vorkommen im Friihstadium des rheumatischen
Gewebsschadens spricht aber noch nicht belegt, daf sie ein konstantes Merkmal
sind. Der fehlende Nachweis der komplementbindenden Aktivitdt — erkennbar
an dem Ausbleiben der Fluorescenz -— bedeutet im Hinblick auf den Triger
dieser Aktivitdt nicht unbedingt sein Nichtmehrexistieren. Es gibt Umsténde
(z.B. AntigeniiberschuB), unter denen Ag-Ak-Komplexe ein Minimum an kom-
plementbindender Potenz besitzen. SchlieBlich entgehen geringe Mengen kom-
plementbindender Substanz dem fluorescenzserologischen Nachweis, weil die
Menge an gebundenem Komplement fiir eine sichtbare Bindung von markiertem
Antikomplement nicht ausreicht.

In den Herzohren von Mitralstenosen fluorescieren alle Endothelzellen des
Endokards mit gleicher Intensitit wie die Zellen der rheumatischen Knétchen
auch dann, wenn in den Schnitten Aschoffsche Knotchen fehlen. Ebenso fluores-
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cieren manchmal die Endothelzellen kleiner Kranzschlagadern und Zellen des
subendokardialen Bindegewebes in charakteristischer Weise. Somit 148t sich die
komplementbindende Aktivitat bei Mitralstenosen nicht nur an den Zellen der
Aschoffschen Knétchen, deren Genese vom reticuloendothelialen System all-
gemein anerkannt ist, illustrieren, sondern auch an den Endothelzellen des Endo-
kards und kleiner Kranzschlagaderdste. Das Endothel dieser Kreislaufprovinzen
wird auf Grund experimenteller und histomorphologischer Untersuchungen von
den meisten Autoren — mit Ausnahme von Foor, McJuxgriN und TORO ~— nicht
dem reticuloendothelialen System im Sinne AscHOFFs zugeordnet (FRESEN).
Fiir die Verhaftung, Speicherung oder auch Bildung komplementbindender Sub-
stanzen wird man aber dem Endothel des Endokards und der KranzgefilBBe eine
aktive Beteiligung, wie sie sonst nur den Zellen des reticuloendothelialen Gewebes
in der zur Zeit giltigen Definition zuerkannt wird, nicht mehr ganz absprechen
kénnen.

Der Verteilungsmodus der fluorescierenden Zellen an der Strombahn mit
obligatem Befall der Zellen des Endokard-Endothels, teilweise auch des Endo-
thels der Coronararteriendste und einzelner Zellen des endokardialen Binde-
gewebes sowie das Fehlen komplementbindender Strukturen in den Endothel-
zellen der Venen, legen den Gedanken nahe, daB durch diese Zellen komplement-
bindende Stoffe aus dem stromenden Blut abgefangen werden.

Die charakteristische Fluorescenz der Endothelzellen des Endokards bestand
auch in der Halfte der zur Kontrolle untersuchten Herzohren von kongenitalen
Vitien, einmal gleichzeitig mit einer Fluorescenz der Endothelzellen der Herz-
kranzarteriendste und Zellen des endokardialen Bindegewebes gekoppelt. Kom-
plementbindende Stoffe kommen also im Endothel der Herzohren nicht nur beim
chronischen Rheumatismus vor, sondern auch bei Bedingungen, die —— wie im
Falle der angeborenen Herziehler — in keinem Zusammenhang mit einer zur
Operationszeit nachweisbaren Frkrankung stehen. Hs ist deshalb zu fragen,
ob die mit der Untersuchungsmethode erfalten komplementbindenden Strukturen
in den Zellen der Aschoffschen Knotchen mit der Pathogenese des Rheumatismus
unmittelbar zusammenhingen. Da fast alle Ag-Ak-Komplexe Komplement
binden, kénnen sich die in den rheumatischen Knétchen nachgewiesenen kom-
plementbindenden Substanzen qualitativ von denen der Endothelzellen des Endo-
kards und der Kranzschlagaderiste unterscheiden. Ein solcher Unterschied 1484
sich aber mit der angewandten Methode nicht fassen. AuBerdem besteht bei den
Mitralstenosen fiir eine solche Annahme kein zwingender Grund, weil bei ihnen
der Rheumatismus als einheitliche Grundkrankheit bewiesen ist. Auch weisen
die immunhigtochemischen Untersuchungen von TayLER und SHEPERD an sub-
cutanen Rheumaknétchen in diese Richtung. Bei den durch die Fluorescenz
erfaBten komplementbindenden Substanzen in den Herzohren der kongenitalen
Vitien handelt es sich vermutlich um die Folge immunologischer Vorginge nach
Infekten verschiedener Atiologie, die klinisch nicht in Frscheinung getreten sind.
Diese Erkldrung ist zu vertreten, wenn man bedenkt, daB sich der Organismus in
standiger Auseinandersetzung mit verschiedensten Umweltfaktoren, unter ande-
rem auch mit antigenen Stoffen, befindet. Dabei werden temporir verschieden-
artige Ag-Ak-Komplexe gebildet, ohne daB es zu klinischen Erscheinungen
kommen mull. Bei den von uns untersuchten Féllen mit kongenitalen Vitien

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 334 24
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haben wir wahrscheinlich eine solche Phase von vorhandenen immunologisch
aktiven Substanzen in den Endothelzellen der Herzohren erfalit.

Die durch Fluorescenz indirekt nachgewiesenen komplementbindenden Sub-
stanzen sind an die Zellen gebunden. Ob sie in den Zellen liegen oder aulen an
den Zellen haften, ist vorldufig nicht zu entscheiden. Von der Fluorescenz aus-
gesparte Kerne konnen sowohl bei Verhaftung der komplementbindenden Sub-
stanzen an der Zelloberfliche als auch bei Speicherung im Cytoplasma vor-
kommen. Das Auftreten der durch die Fluorescenz dargestellten komplement-
bindenden Stoffe an oder in den Zellen kann einerssits als Aufnahme oder An-
lagerung fertiger Ag-Ak-Komplexe gedeutet werden, andererseits als Bindung
von Antikorpern an celluldr verankerte Antigene oder von Antigenen an zellstin-
dige Antikérper.

Die angewandte immunhistologische Untersuchungsmethode ist ihrem
Prinzip nach ein Suchverfahren fir Ag-Ak-Komplexe, die Komplement binden.
Fiir eine weitere qualitative Differenzierung der Ag-Ak-Komplexe ist die Hir-
fassung des Antigens durch einen markierten spezifischen Antikérper notwendig.
Deshalb kann bis jetzt nicht als bewiesen angesehen werden, dafl die in den Aschoff-
schen Knoétchen und den Endothelzellen der Herzohren von Mitralstenosen nach-
gewiesenen komplementbindenden Substanzen spezifisch fiir den Rheumatismus
wiéren, sondern wir kénnen es nur vermuten, allerdings mit einem hohen Grad an
Wahrscheinlichkeit.

Zusammenfassung

Operativ entfernte Herzohren von Patienten mit Mitralstenosen wurden auf
komplementbindende Substanzen mit der fluorescenzserologischen Methode nach
Krrixy und BurruHOLDER untersucht. Als Kontrollen dienten operativ entfernte
Herzohren von Fillen mit kongenitalen Vitien. Die Zellen der Aschoffschen
Knoétchen, die Endothelzellen des Endokards, manchmal auch die der Coronar-
arterieniiste und schlieflich vereinzelte Zellen des endokardialen Bindegewebes
binden Meerschweinchenkomplement in der gleichen Art wie Antigen-Anti-
korper-Komplexe. Auch in einigen Kontrollfillen konnte eine Komplement-
bindung in den Endothelzellen des Endokards nachgewiesen werden. Die fluores-
cenzmikroskopisch dargestellten komplementbindenden Substanzen werden fiir
Antigen-Antikorper-Komplexe gehalten. Sie sind in den Fillen von Mitral-
stenose sehr wahrscheinlich fiir den Rheumatismus spezifisch, in den Fallen der
kongenitalen Vitien vermutlich nur Folge immunologischer Vorginge nach
Infekten unterschiedlicher Atiologie.

Summary

Surgically removed auricular appendages from patients with mitral stenosis
were investigated for complement fixing substances with the fluorescent-serologi-
cal method of KLErN and BURRHOLDER. Surgically removed auricular appendages
of congenitally diseased hearts served as controls. The cells of the Aschoff
nodules, the endothelial cells of the endocardium, at times the endothelial cells
of the branches of the coronary arteries, and occasionally cells of the endocardial
connective tissue bound guinea pig complement in the same way as do antigen-
antibody complexes. In addition, in some of the controls a similar fixation of
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complement could be demonstrated in the endothelial cells of the endocardium.
The substances fixing the complement, as demonstrated with the fluorescent
microscope, were regarded as antigen-antibody complexes. In the cases of mitral
stenosis they were most probably specific for rheumatic fever; in the cases of
congenital heart disease they presumably were only the result of immunological
processes following infections of various etiologies.
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